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Mouse semapho面nHによるPC12細胞突起伸長作用の解析
口腔外科学第一講座
阪井 丘芳
緒言
神経回路は誘引因子や反発因子などの様々な環境因子とそれに応答する軸索や成
長円錐との相互作用によって形成される。 collapsin Iはニワトリ知覚神経軸索の反
発因子として見出された分子であり、哺乳類ではsemapho面nD(sema D)として見
出され、その共通な ドメインとしてセマ ドメインを有している。sema Dは軸索反発
分子として神経回路形成に関与すると考えられている
1)。 MけaZa輛らによって同定
されたMouse semaphottn H(MSH)は最初に反発因子として見出されたMouse
semaphoHn D(MSD)と同じ分泌型分子で神経回路形成期に発現し、知覚神経に対し
て反発作用を有すると考えられているの。MSHは1998年Ch百stensenら°により
マウス腺癌の転移癌細胞株から同定された分子と一部のアミノ酸残基配列が異なる
ものの、同一分子と考えられる。最近ではsemaphonn分子は軸索誘導研究以外に癌
転移や抗癌剤の耐性に関与する分子として同定されるものなど神経反発作用以外に
多彩な機能が示唆されているが、semaphottnによる反発作用以外の作用やその機構
はほとんど解明されていない。 本研究では神経成長因子 (NGF)によって神経様突起
を伸長し、神経様細胞に分化することが知られているラット副腎髄質褐色細胞腫由来
細胞株 (PC12細胞)を用いてMSHの作用について検討を加えた。
PC12細胞は通常、楕円形あるいは多角形であり、NGFによって増殖が抑制され、
神経様突起を伸長し、神経様細胞に分化する°。受容体型チロシンキナーゼである
丁rkAはNGFと結合すると二量体を形成し、自身のもつチロシンキナーゼにより自己
リン酸化される。丁rkAが自己リン酸化されるとSHC、PLC γ-1等がSH2(Src
homdogy 2)ドメインを介して 丁rkAのリン酸化チロシン残基に結合する。PLC γ‐1
は結合後、リン酸化・活性化され、細胞内カルシウムイオンの動員やPKCの活性化
を引き起こす。一方、SHCはリン酸化・活性化されるとGrb2、SOSを介して Ras
を活性化し、MAPKカスケー ドを活性化する動。以上のNGFにおける情報伝達機構
を参考にして RasM¨APKカスケー ドとPKC、カルシウムイオンの関与を中心にMSH
によるPC12細胞突起伸長作用の情報伝達機構の解析を試みた。
材料および方法
1.実験試薬
NGF 7S(mouSe)はBOeh面nger mannheim(Germany)より購入した。PD98059は
RBl(U.S.A.)より購入した。K‐252aはALEXIS corporation(UoS.A.)より購入した。
calphosun C、Gё6983は和光純薬工業 (大阪)より購入した。diⅢazemはGIBCO‐BRL
(UoS.A.)より購入した。ω―conotoxin GVIAはalomone labs(lsrael)より購入した。
2.細胞株
Dominant negat市e Ras(DN‐Ras)を発現するPC12細胞 (PC12Ha RHK細胞)と
contЮl vectorを導入したPC12細胞 (PC12Ha XMV細胞)は服部成介博± °より恵
与を受けた。PC12細胞の培養は全て 10%FBS IJRH,Australia)および50U/mlペ
ニシリンG(和光純薬工業,大阪)含有 DMEM(Hoh Glucose)(日研生物医学研究所 ,
京都)を用いて37℃、5%C02の条件で行った。MSHA¨P発現 NIH3T3細胞は古山
達雄博士より恵与を受け、AP発現 NIH3T3細胞は稲垣忍教授 のより恵与を受けた。
それぞれのNIH3T3細胞は10%FBS、50U/mlペニシリンG含有DMEMを用いて
37℃、5%C02の条件下で培養した。
3.リコンビナントMSHの発現と定量
MSH‐AP発現 NIH3T3細胞とAP発現 NIH3丁細胞を PBS(‐)で2回洗浄後、無血
清のDMEMを用いて48時間培養し、培養上清を回収し、セントリコンで濃縮したも
のをMSH‐APまたはAPとして用いた。発現量は p‐nlrophenylphosphate(和光純薬
工業,大阪)を用いたMcCombηらの方法で48時間後の培養上清中のAP活性を分光
光度計 (OD 405 nm)にて測定し、AP活性からMSH‐APとAPのタンパク量を換算
した。MSD蛋白は293T細胞に発現させて用いた。
4.PC12細胞の突起伸長実験
poly‐L lysine(Sigma,u.S.A.)コートした24穴プレート(CoSter,U.S.A.)で1穴
あたりl X104個のPC12細胞を37℃、5%C02で培養し、24時間後あるいは48時
間経過後観察した。Doheny助らの方法に基づいて位相差顕微鏡で少なくとも三視野、
100から150個程度の細胞を観察し、一視野あたり最長の突起が20 μmより長い
PC12細胞の占める割合 (%)を計算した。なお、同一の実験を3回以上行い、平均及
び標準誤差を計算した。
5.抗体と各薬剤を用いたPC12細胞の突起伸長実験
抗AP抗体での吸収実験はMSH‐APとAPl mlにマウス抗AP抗体ビーズ5 μl加え、
1時間4℃で反応させて遠心後、上清を用いた。なお、回収した上清はAP活性が消
失したことを確認した上で使用した。
MEKl阻害剤 PD980599、TrkA阻害剤 K‐252alの、PKC阻害剤 calphostin Cll'1°
および Gё69831°、L型電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤 diLiazem助、N型電
位依存性ガルシウムチャンネル阻害剤ω‐conotoxin助はそれぞれ15分間PC12細胞を
前処理し、同じ濃度の薬剤を含む最終濃度 l nMのMSH‐AP、50 ng/ml NGF含有
DMEMを追加混入した。24時間後、前述した方法でPC12細胞の突起伸長を評価し
た。なお、PD98059、K‐252a、calphostin Cおよび Gё6983はDMSOで希釈した
ため、DMSOの最終濃度が0.1%となるように添加した。なお、コントロールにおい
てもDMSOの最終濃度が 0。1%となるようにDMSOを添加した。また、diLiazemお
よびω‐conOtOxinはPBS(‐)で希釈 したため、PBS(―)の含有量が 0。1%となるように
添加した。なお、コントロールにおいてもPBS(…)の含有量が 0。1%となるようにPBS
(‐)を添加 した。
6.リン酸化MAPKの検出
MSH‐AP(l nM)またはNGF(50 ng/ml)存在下で2X105個のPC12細胞を37℃、
5%C02で培養し、経時的に回収した。まず、PC12細胞を4℃の PBS(‐)(l mM
Na3V04を含む)で洗浄後、PC12細胞に20 mM丁面s(pH 7.6),l mM EDTA,150 mM
NaCI,1%TtttonX¨100,l mM Na3V04,50 mM NaFにタンパク分解阻害剤としてlmM
PMSF(BRL,U.S.A.)と10 mg/mlのpepstatin A(Sigma,UoS.A.)を添加した溶液50 μl
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にさらに、サンプルバッファー (3%SDS,62.5 mM Tns‐HCI(pH 6.3),10%glyceЮI,
0。1%(W/V)brOmphenolblue and Oさ05%(v/v)β‐merCaptoethanol)を100 μlカロえ、5
分間100℃で煮沸後、5分間4℃で遠心 (12000 rpm)し、上清を回収し、サンプルと
した。
10%ポリアクリルアミドゲルを用い、タンパク量を一定にしてSDS―PAGEを行い、
Trans‐Blot SD Semi¨Dry Transfer Cell(BiO‐Rad,U.S.A.)を用いてPVDF膜
(lmmObi10n‐P MillipOre,U.S.A.)に転写した。PVDF膜はTBS丁(0。1%丁ween2¨0,100
mM丁面s¨HCI,pH 7.5,150 mM NaCりで室温5分間洗浄後、TBSttB(0.1%BSA含
有TBST)で室温1時間ブロッキングした。次に、一次抗体として丁BSttBで希釈し
た抗リン酸化MAPK抗体 (PhosphOPlus p44/42 MAP Kinase Antibody Kl,N.E.B.,
UoS.A.)と室温1時間反応後、TBSTで室温5分間、4回洗浄した。TBSttBで希釈し
たHRP標識抗ウサギ抗体を加えて、室温にて1時間反応後、丁BS丁で室温にて5分
間、4回洗浄した。LumiGLO chemiliminOscent reagent(Kirkegaard and Perry Lab.
UoS.A.)を加え、Fuli Medtal x‐r y Film(富士写真フィルム,神奈川)を用いてリン酸
化MAPKを検出した。MAPKの発現が一定量であることを確認するために同じ膜を
50℃30分間、ストリッピングバッファー (62.5mM丁百s―HClpH 6.7,2%SDS,
100 mM β‐merCaptoethanol))で処理後、一次抗体として1000倍希釈の抗MAPK抗
体を用い、上述した方法でMAPKを検出した。
結果
1.MSHによるPC12細胞突起伸長作用
PC12細胞をlnMのMSH…AP存在下で培養すると24時間後に85.3±4.7%の細
胞に突起伸長が認められた (図1,2)。一方、PC12細胞を50 ng/mlのNGF存在下
で24時間培養すると80.7±3.2%の細胞に突起伸長が認められた。しかしながら、
コントロールであるlnM AP存在下では13.6±2.9%とほ んど突起伸長が認められ
なかった。知覚神経に対し強い反発活性を示すsemaphottn分子であるMSD存在下
で培養した場合でも5.9±2.0%とほ んど突起伸長が認められなかった。また、
MSH‐APとNGF共存下では約 100%のPC12細胞に突起伸長が認められ、相加作用
があつた (図2)。
次にPC12細胞の突起伸長作用に対するMSH‐APの濃度依存性について検討した。
図3は24時間後のPC12細胞の伸長した突起をもつ細胞の割合を評価したものであ
る。濃度依存的に20 μmより長い細胞の占める割合は増加し、2nMで最大値ほぼ
100%に達した。MSH―APの突起伸長作用のED50は0。22 nMであった。以上の結果
はMSH‐APが特異的にPC12細胞に作用していることを示唆している。なお、以後
の阻害実験ではMSH…APの濃度はlnMに設定し、24時間で評価することにした。
次にPC12細胞の突起伸長が培養上清中に存在するMSH…APに特異的な作用であ
るかどうかを検討するために、MSH…AP(lnM)を含む培養上清にマウス抗AP抗体
セファロビーズを加え吸着させた後、ビーズを除いた培養上清を用いてPC12細胞に
対する作用が消失するかどうかを調べた。抗AP抗体ビーズで吸着後の培養上清では
PC12細胞の突起伸長作用は消失したが、抗AP抗体のかわりにマウス 咆Gを用いた
場合には、突起伸長作用は消失しなかった。また、これらの処理はNGFの作用には
影響を与えなかった (図4)。以上の結果から、MSHがPC12細胞の突起伸長を誘
導することが明らかになった。
2.MEK阻害剤によるMSHの突起伸長作用に対する効果
NGFでは突起伸長時にMAPKの活性化が必要であることが報告されている 4)。
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MSHも同様にMAPKの活性化を介して突起伸長を誘導するかどうかを検討するため
に、MEKlの特異的な阻害剤であるPD9805911)を用いて阻害実験を行った。
MSH‐APよる突起伸長は75.8±4。2%のPC12細胞に認められていたが、50 μMの
PD98059で処理すると4.0±2.6%にまで減少した。また、NGFよる突起伸長は76.1
±5。5%のPC12細胞に認められていたが、50 μMのPD98059で処理すると2.4土
1.6%にまで減少した。このようにMSH‐APまたはNGFによる突起伸長はPD98059
の濃度に依存的に阻害された。PD98059による阻害効果の ID50はMSH―APの場合
は5.7μMで、NGFの場合は4.8μMであった。しかしながら、PD98059の溶媒であ
るDMSOを同量添加してもNGFおよび MSH‐APによる突起伸長作用は影響を受け
なかった。以上の結果からMSHの突起伸長作用にはNGFの場合と同様にMAPKの
関与が示唆された (図5)。
3.MSHあるいはNGF刺激によるMAPKリン酸化の検討
次に、MSHによりMAPKの活性化が生じているかどうかを検討するために、抗リ
ン酸化MAPK抗体を用いたウエスタンブロット法によりMAPKのリン酸化を検出し
た。その結果、M SH―APをPC12細胞に加えて2分後にはMAPKのリン酸化の充進
が確認され、5分から10分後に強いピークをむかえ、60分後にもリン酸化の克進が
持続していた (図6)。一方、コントロールのAP存在下ではMAPKのリン酸化の克
進は確認されなかった。また、NGFをPC12細胞に加えた場合には5分後にMAPK
のリン酸化の克進が確認され、5分から10分後にリン酸化のピークをむかえ、
MSH…APと同様に60分後にもリン酸化の克進が持続していた。 以上の結果から
MSHによるPC12細胞の突起伸長作用はMAPKの持続的な活性化を介していること
が示唆された。
4.DNr¨as遺伝子産物発現によるMSHまたはNGFの突起伸長作用への影響
MAPKカスケー ドの上流に存在するras遺伝子産物 (Ras)の関与を調べるために
前述したように DN‐Ras発現細胞であるPC12Ha RHK細胞とmOck細胞である
PC12HaXMV細胞を用いて、l nMのMSH―AP、50 ng/mlのNGFと24時間あるい
は48時間培養後、両細胞に対するMSHまたはNGFの突起伸長作用を検討した。
PC12Ha XMV細胞ではMSH―APまたはNGFにより突起伸長を示したが、
PC12Ha RHK細胞ではどちらを加えてもほとんど突起伸長を示さなかった (図7A,
B)。以上の結果からMSHによるPC12細胞の突起伸長作用はRasの活性化を介し
ていることが示唆された。
5.TrkA阻害剤によるMSHまたはNGFの突起伸長作用への影響
3,4の結果がMSHの突起伸長作用の情報伝達がNGFと同じRas…MAPKを介する
ことを示したので、MSHの突起伸長作用がNGF受容体であるTrkAを介しているか
どうかを検討した。丁rkAのチロシンキナーゼ活性を特異的に阻害する濃度のキナーゼ
阻害剤 K‐252aを用いて検討した 1°。PC12細胞を K‐252aで処理し、MSH…APと
NGFの作用を検討した。その結果、MSH‐APよる突起伸長は81.1±5.0%のPC12
細胞に認められていたが、100 nMのK‐252aで処理しても83.6±4.8%とほ んど変
化がなかった。また、NGFよる突起伸長は81.6±5.2%のPC12細胞に認められてい
たが、100 nMのK…252aで処理すると 5。2±4.5%にまで減少した。NGFの突起伸長
作用に対するK-252aのiD50は32 nMであった。このようにNGFの突起伸長作用は
K…252aの濃度依存的に阻害されたが、MSH―APの突起伸長作用は抑制されなかった
(図8A,B)。以上の結果からMSHによるPC12細胞突起伸長作用はNGFの場合と
は異なり、丁rkAの活性化を介していないことが示唆された。
6.PKC阻害剤によるMSHまたはNGFの突起伸長作用への影響
MSHの突起伸長作用に対するPKCの活性化の関与について検討した。PC12細胞
をPKC阻害剤 calphosun Cll)'1のまたは別のPKC阻害剤 Gё69831鋤で処理し、
PKC活性化の阻害が MSH‐APまたはNGFの突起伸長作用へ及ぼす影響について調
べた。その結果、MSH‐APよる突起伸長は83.0±6.5%のPC12細胞に認められてい
たが、100 nMのcalphosln Cで処理すると13.9±4.2%にまで減少した。 同様に
NGFよる突起伸長は81.8±6.8%のPC12細胞に認められていたが、100 nMの
calphosln Cで処理すると5.6±4.4%にまで減少した (図9A)。また、MSH‐APよ
る突起伸長は100 nMのG66983で処理すると23.1±5.6%にまで減少した。同様に
NGFよる突起伸長は100 nMのGё6983で処理すると18.4±7.9%にまで減少した
(図9B)。MSH‐AP作用に対するcalphosttn CのlD50は8.9nMで、Gё6983のID50
は33 nMであった。このようにMSH―APまたはNGFの突起伸長作用はcalphosln C
またはG66983の濃度依存的に妨げられた。以上の結果からMSHによるPC12細胞
の突起伸長作用はPKCの活性化を伴うことが示唆された。
7.MSHまたはNGFの突起伸長作用へのカルシウムイオンの関与
L型電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤dittazemまたは神経に特異的なN型
電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤ω‐conotoガnでPC12細胞を処理°'1°し15
分後、MSHA¨P(lnM)またはNGF(50 ng/ml)で24時間培養後、PC12細胞の突起
伸長を調べた。その結果、MSH…APよる突起伸長は84.1±6.5%のPC12細胞に認め
られていたが、100 μMのdiHazemで処理すると13.9±5.3%にまで減少した。とこ
ろが、90.6±5。9%のPC12細胞に認められていたNGFよる突起伸長は100 μMの
di‖iazemで処理したにも関わらず、86.9±4.5%とほ んど影響がみられなかった(図
10A)。同様にMSH‐APよる突起伸長はlμMのω‐conotoxinで処理すると38。2±
4.8%にまで減少した。ところが、NGFよる突起伸長はlμMのω‐conotoxinで処理
したにも関わらず、84。4±4.7%とほ んど影響がみられなかった(図10B)。MSH‐AP
に対するdiniazemのID50は25 μMで、ω―conotoxinのID50は0・55 μMであった。
このようにMSH‐APのPC12細胞の突起伸長作用はdiltiazemあるいはω c¨onotoxin
のいずれに対しても濃度依存的に阻害された。一方、NGFによるPC12細胞の突起
伸長作用はdiniazemぁるいはω‐conotoxinのいずれに対しても阻害されなかった。
以上の結果から、細胞外カルシウムの流入がMSH‐APによるPC12細胞の突起伸長
に必要であることが示唆された。
次に、MSH‐APによるPC12細胞のMAPKの活性化に細胞外カルシウムが必要であ
るかどうかを検討するために、EGTAによる細胞外カルシウム除去のMAPKのリン酸
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化に及ぼす影響について検討した。その結果、2mMのEGTAによりMSH…APによ
るMAPKのリン酸化が抑制され、5mMのEGTAではさらに強くMAPKのリン酸化
が抑制された (図11)。一方、NGFによるMAPKリン酸化作用は2mMあるいは
5mMのいずれの濃度のEGTAでも抑制されなかった。一方、コントロールやDMEM
ではMAPKのリン酸化が起こらなかった。
以上の結果から、MSHによるPC12細胞の突起伸長作用は、電位依存性カルシウ
ムチャンネルからの細胞外カルシウムの流入が必須で、それに引き続くMAPKの活性
化により誘導されることが示唆された。
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考察
本研究において、知覚神経に対して反発作用を有するMSHがPC12細胞に対して
突起伸長を誘導することを初めて見出した。 この突起伸長作用はヨントロールであ
るAPのみを発現させた培養上清では認められず、MSH‐APの濃度に依存的であるこ
とと、培養上清中の MSH‐APを抗AP抗体により吸収した後ではその作用が消失し
たことから、本作用はMSHに特異的な作用であると考えられる。
次に、このMSHよるPC12細胞の突起伸長作用の情報伝達機構を解析するため、
PC12細胞に対 して同様に突起伸長作用を有する代表的な成長因子であるNGF動の情
報伝達機構と比較検討した。はじめに、多くの細胞の分化や増殖の制御で重要な働き
をしていることが知られているMAPKカスケー ドの関与について検討した。 MAPK
の上流にある MEKlを阻害することで MAPKを特異的に阻害する MAPK阻害剤
PD980599は、MSHまたはNGFによる突起伸長作用をほぼ同濃度で抑制した。更に、
抗リン酸化MAPK抗体を用いた解析からMSHはNGFと同程度の持続的なMAPKの
活性化を示した。NGFがPC12細胞に突起伸長を誘導する時にMAPKの持続的な活
性化を必要とすることが報告されていることから
1°、MSHによるPC12細胞の突起
伸長にはNGFの場合と同様にMAPKの持続的な活性化が関与していると考えられる。
一般的に MAPKカスケー ドは Rasにより活性化されることが報告されている 1動
が、MSHのPC12細胞の突起伸長作用がNGFと同様にdominant‐nega‖ve Ras発
現細胞では観察されなかったことから、MSHの突起伸長作用は Ras―MAPKカスケー
ドを用いていると考えられる。また、NGFによるPC12細胞の突起伸長作用がPKC
阻害剤により抑制されることからNGFの作用に PKCが関与すると報告されている
1°。 MSHによる突起伸長作用 も PKC阻害剤である calphosun Cll'1のまたは
G669831°により抑制されたことからNGFと同様にPKCが関与していると考えられ
る。
以上の結果からMSHの突起伸長作用は Ras‐MAPKカスケー ドおよびその下流に
おいてNGFの場合と共通の機構を利用していると考えられるが、MSHの受容体を含
む初期過程の情報伝達機構は全く不明である。しかしながら、NGFの受容体TrkAの
チロシンキナーゼ阻害剤である K…252al°がMSHの突起伸長作用を阻害しなかった
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ことからMSHが丁rkAとは異なる受容体と結合し、Ras…MAPKカスケードの上流で
NGFの場合とは異なる情報伝達機構を介している可能性が示唆された。実際、L型ま
たはN型のカルシウムチャネル阻害剤であるdiniazemとω‐conotoxin8,14)がMsHに
よる突起伸長作用を阻害したが、NGFによる作用を阻害しなかった。これは膜電位
依存型カルシウムチャネルを介した細胞外カルシウムの流入がMSHの突起伸長作用
に必須であることを示唆しており、明らかにNGFの場合とは異なった特性であった。
さらにカルシウムキレート剤であるEGttAによる細胞外カルシウムの除去はMSHに
よるPC12細胞のMAPKリン酸化を阻害したが、NGFによるMAPKリン酸化には影
響を与えなかった。 以上の結果からMSHのPC12細胞突起伸長作用はNGFの場
合とは異なり、MAPKカスケードに至る上流で膜電位依存型カルシウムチャネルを介
した細胞外カルシウムの流入 17)が重要な役割を果たしていると考えられる。最近、
PC12細胞で L型電位依存型カルシウムチャネルを活性化する S‐(¨)¨BayK8644や
KCIが丁rkAなどのチロシンキナーゼ型受容体を介さずにMAPKのリン酸化を克進し、
突起伸長を誘導し、その作用がdominant¨negattve Rasの発現により抑制されること
が報告されている 1°。従って、これらの結果からMSHによる突起伸長作用は図 12
に示した様にMSHがまず、細胞膜上の特異的な受容体と結合し、細胞外カルシウム
の流入が生じ、PKC及びRas‐MAPKカスケードを活性化することで誘導されている
と考えられる。
Semaphottn分子の受容体に関しては、最近、semaDの軸索伸長に対する反発作
用に関与する受容体として neuropilin…119'20)とneuЮpilin-221)が同定された。PC12
細胞にはneuЮpilin‐1とneuЮpilin‐2のmRNAが発現し、また、MSHが293T細胞
に発現させたneuЮpilin1¨または neuropilin¨2に結合することから、MSHにおいて
もneuropilin-1またはneuropilin‐2を介してPC12細胞の突起伸長を誘導する可能性
が示唆されている (デー タ未発表)。
後根神経節ニューロンの軸索に対するsema Dの反発作用は、cGMP情報伝達系の
活性化により誘引作用に変化する。また、反発作用と誘引作用はともにneuropilin-1
に対する抗体で阻害されたことから、両作用は同一受容体neurOpilin-1を介した作用
であると考えられている 2a。 このようにニューロンの種類や細胞内の情報伝達系
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によって、同一分子が同一受容体を介して異なった作用を及ぼすことが明らかになっ
てきた。MSHに関しても、知覚神経の軸索に対して反発作用を示すことが報告され
ており2)、本研究においてMSHがPC12細胞に対し突起伸長作用を示すことが明ら
かになったことから、MSHが生体内において特定のニューロンに対して同一受容体
neuropilin-1あるいは neuЮpilin-2を介して反発作用以外に誘引作用を示す可能性が
考えられ、今後の重要な研究課題である。
結語
知覚神経に対 して反発作用を持つMSHの新たな機能を解明するために、PC12細
胞に対する生物活性を検討した。
1。MSHがPC12細胞の突起伸長を誘導することを見出した。
2.MSHによる PC12細胞の突起伸長作用の情報伝達機構は NGFの場合と同様に
Ras‐MAPKカスケー ド、PKCを介することを明らかにした。一方、NGFの場合とは
異なり、MSHのPC12細胞に対する突起伸長作用は電位依存型カルシウムチャンネ
ルによる細胞外カルシウムの流入を必要とすることを明らかにした。
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脚注
大阪大学歯学部口腔外科学第一講座 (主任 :松矢篤三教授)         '
本論文に使用した略号を以下に示す。MSH;Mouse semaphonn H,MsD;Mouse
semaphottn D,PC12細胞 ;a clone dettved from a pheochromocytoma tumor Ofthe
rat adrenal medulla(ラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞株),NGF;NeⅣe growth
factor,EGF;Epidermal gЮwth factor,dBcAMP;dibutyryl cyclic AMP,AP;alkaline
phosphatase,EDttA;Ethylenediaminetetraacetate,EGTA:[Ethylenebis
(OXyethylenenl百lo)]tetraacettc acid,PBS(‐);Ca2+,Mg2+を含まないリン酸緩衝液 ,
丁BS;Ttts‐buttered saline,FBS;牛胎児血清 BSA;Bo宙ne serum albumin,DMEM;
Dulbecco変法Eagle最4 必ヽ須培地,293T;human embryonic kidney celHine,SDS‐
PAGE;ポリアクリルアミド電気泳動,PMSF;phenylmethylsuronyⅢuO百de,PKC;
protein kinase C,DN;dominant negative
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図の説明
図l MSHによるPC12細胞の形態的変化
MSH―AP(lnM)、NGF(50 ng/ml)、AP(lnM)、SD存在下で24時間培養したPC12
細胞の位相差顕微鏡写真を示す。スケールは50 μmを示す。
図2 MSHによる突起伸長作用
PC12細胞をAP(l nM)、MSH‐AP(lnM)、NGF(50 ng/mりまたは、MSH‐AP(l nM)
とNGF(50 ng/mり存在下にて24時間培養した。PC12細胞を観察し、突起伸長効果
を評価 した。グラフのX軸はPC12細胞に対する処理を、Y軸は突起伸長を示す。(そ
れぞれ平均値±標準誤差を示す)
図3 MSH濃度依存性の突起伸長作用
PC12細胞をそれぞれの濃度の MSH‐APまたはAPの存在下にて24時間培養 した。
グラフのX軸はPC12細胞に対して添加したAPとMSHA¨Pの濃度を、Y軸は突起
伸長を示す。 (○)はPC12細胞に対してAPを、 (●)はMSH…APを添加した結
果を示す。(それぞれ平均値±標準誤差を示す)
図4 抗AP抗体を用いてのMSH…APの吸収による突起仲長作用への影響
MSH‐AP発現NIH3T3細胞培養上清にマウス抗AP抗体セファロビーズを加え吸収
させた後、ビーズを除いた培養上清をPC12細胞に作用させた。コントロールとして
はマウス :gGセファロビーズで吸収させた後、ビーズを除いた培養上清を用いた。グ
ラフのX軸はそれぞれの培養上清を、Y軸はPC12細胞の突起伸長を示す。 (□)は
コントロールのマウスlgGで、 (■)は抗AP抗体で吸収した培養上清での処理を示
す。(それぞれ平均値±標準誤差を示す)
図5 MSHによる突起伸長作用に対するPD98059の効果
PC12細胞をPD98059で15分問処理した後、MSH―AP(l nM)またはNGF(50 ng/ml)
存在下にてPD98059を添加したまま24時間培養した。グラフのX軸はPD98059
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の濃度と、薬剤希釈時と同量のDMSOを示す。Y軸はPC12細胞の突起仲長を示す。
(○)はDMSOで15分問処理後、MSHA¨P(lnM)を添加し、 (●)はPD98059
で15分問処理後、MSH―AP(lnM)を添加した結果を示す。 (□)はDMSOで15
分間処理後、NGF(50 ng/mりを添加し、 (■)はPD98059で15分間処理後、NGF
(50 ng/ml)を添加した結果を示す。(それぞれ平均値±標準誤差を示す)
図6 MSHによるMAPKのリン酸化の検討
AP(lnM)、SH―AP(lnM)またはNGF(50 ng/ml)を添加して0,2,5,10,30,60分
後にPC12細胞を回収後、抗リン酸化MAPK抗体を用いたウェスタンプロッティン
グによリリン酸化MAPKを検出した(1,3,5段目)。同じ膜をリプローブして抗MAPK
抗体を用い、MAPKが一定量であることを確認した (2,4,6段目)。 図左は処理に用
いたAP、MSH‐APまたはNGFを示し、下はそれぞれの反応時間を示し、右はそれ
ぞれ用いた一次抗体を示す。同一の実験を3回行い、代表的な結果を本図中に示す。
図7 DN‐ras遺伝子産物発現による影響
A.PC12Ha XMV細胞とPC12Ha RHK細胞をMSH―AP(lnM)またはNGF(50 ng/ml)
存在下で48時間培養した位相差顕微鏡写真を示す。スケールは50 μmを示す。
B.上記Aのように処理したそれぞれのPC12細胞を観察し、24時間後の突起伸長を
評価した。 (■)はPC12Ha XMV細胞、 (□)はPC12Ha RHK細胞を示す。
(それぞれ平均値±標準誤差を示す)
図8 MSHによる突起伸長作用に対する丁rkA阻害剤の効果
A.PC12細胞に下記の濃度のK-252aを作用させ、MSH‐AP(lnM)またはNGF
(50 ng/ml)存在下で24時間培養した位相差顕微鏡写真を示す。スケールは50 μmを
示す。
B。 上記A.のように処理したPC12細胞を観察し、突起伸長効果を評価した。
グラフのX軸は K‐252aの濃度と、薬剤希釈時と同量のDMSOを示す。Y軸はPC12
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細胞の突起伸長を示す。 (○)はDMSOで15分問処理後、MSH‐AP(l nM)を添加
し、(●)はK‐252aで15分問処理後、MSH‐AP(lnM)を添加した結果を示す。(□)
はDMSOで15分問処理後、NGF(50 ng/mりを添加し、 (■)はK‐252aで15分間
処理後、NGF(50 ng/mりを添加した結果を示す。(それぞれ平均値±標準誤差を示す)
図9 MSHによる突起伸長作用に対するPKC阻害剤の効果
PC12細胞にコントロールDMSO、calphosun CまたはGё6983を作用させ、
MSH‐AP(lnM)またはNGF(50 ng/mり存在下で24時間培養した。なお、calphostin
CとGё6983の溶解液にはDMSOを用いた。グラフAのX軸はcalphosun cの濃度
と、薬剤希釈時と同量のDMSOを示す。Y軸はPC12細胞の突起伸長を示す。 (○)
はDMSOで15分問処理後、MSH‐AP(lnM)を添加し、 (●)はcalphos‖nCで
15分間処理後MSHA¨P(l nM)を添加した結果を示す。 (□)はDMSOで15分間
処理後、NGF(50 ng/mりを添加し、 (■)はcalphosun cで15分問処理後、NGF
(50 ng/ml)を添加した結果を示す。ただし、calphosln Cは光照射が必要であるため、
calphosun CまたはコントロールのDMSOで処理する際、蛍光灯で30分間光照射を
行った。グラフBのX軸はGё6983の濃度と、薬剤希釈時と同量のDMSOを示す。
Y軸はPC12細胞の突起伸長を示す。(○)はDMSOで15分問処理後、MSH‐AP(lnM)
を添加し、 (●)はGё6983で15分問処理後、MSH‐AP(lnM)を添加した結果を
示す。(□)はDMSOで15分間処理後、NGF(50 ng/ml)を添加し、(■)はGё6983
で15分間処理後、NGF(50 ng/mりを添加した結果を示す。(それぞれ平均値±標準
誤差を示す)
図10 MSHによる突起伸長作用に対する電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤の
効果
PC12細胞に下記の濃度のL型の電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤diLiazem
(グラフA)、N型の電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤ω…conoto対n(グラフB)を
PBS(‐)で各濃度に希釈後、PC12細胞に作用させ15分後経過後、MSH―AP(lnM)ま
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たはNGF(50 ng/mりを添加し、培養した。24時間後、PC12細胞を観察し、突起伸
長を評価した。それぞれ、X軸は阻害剤の濃度、Y軸は突起伸長を示す。
図11 細胞外カルシウム除去によるMSHのMAPKリン酸化に対する影響
PC12細胞を5分間、2mMまたは5mMのEGTAで処理後、NGF(50 ng/mり :1
～3列日、MSH‐AP(lnM):4～6列日、AP(lnM):7～9列目またはDMEM:10
列目 で5分間作用させたPC12細胞を回収し、SDS‐PAGEで分離後、抗リン酸化
MAPK抗体を用いたウエスタンブロッティングによリリン酸化MAPKを検出した (1
段目)。 同じ膜をリプロープして抗MAPK抗体を用い、MAPKが一定量であること
を確認した (2段目)。 同一の実験を3回行い、代表的な結果を本図中に示す。
図12 MSHによるPC12細胞の突起伸長における細胞内情報伝達機構
MSHによるPC12細胞の突起伸長には細胞外カルシウムが関与しており、未知の
レセプターを介して、Ras‐MAPK系から核に情報が入るということが示唆された。
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